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(54) Title: MICROCHAMBER 

(54) Bezeiehnung: MIKROKAMMER 




(57) Abstract: A microchamber for canying out non-invasive measurements, cultivation and/or manipulation of biological materials 
is disclosed, comprising a housing (1, 2), made from an upper piece (1) and a lower piece (2) with a receptacle-shaped recess (4, 5) 
fS| in the lower piece (2) and a protuberance (3) on the upper piece (1), with at least one liquid- and gas-supplying supply and drain line 
^ (6, 7) in the receptacle-shaped recess (4, 5). The upper piece (1) is embodied such as to pivot relative to the lower piece (2), by means 
of a joint (8), whereby the projection of the upper piece (3) and the receptacle-shaped recess (4, 5) in the lower piece are so arranged 
and embodied that, in a closed position of lower piece (2) and upper piece (1), the receptacle-shaped recess (4, 5) of the lower piece 
^ is sealed by the projection on the upper piece (3) in the manner of a lid to form a first chamber (5) and a locking means (9. 10) is 
Jl^ provided to secure the closed position. The invention also relates to the use of said miciDchamber fiir the cultivation, manipulation 
^ and/or canying out of non-invasive measurements on biological material. 



ff) (57) Zusammenfossung: Es wird eine Mikrokammer zur Durchfiihning racht-invasiver Messungen, Kultivierung und / oder Mani- 
O pulation an biologischem Material beschrieben mit einem Gehause (1, 2) aus einem Oberteil (1) und einem Unterteil (2), mit einer 
A behalmisformigen Ausnehmung (4, 5) im Unterteil (2) und eincr AusstUlpung (3) im Oberteil (1), mit wenigstens jewdls eincr flUs- 
!^ sigkeits- oder 
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Zur Erklarung der Zweibuchsiaben-Codes und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erkidrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder regulOren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



gasfiihienden Za- und Ableitung (6, 7) in die behaltnisformige Ausnehmung (4, 5), wobei das Obeiteil (1) gegeniiberdem Unteiteil 

(2) mit einem Gelenk (8) klappbar ausgestaltet ist, wobei die Aussttilpung des Obertdls (3) und die behaltnisformige Ausnehmung 
(4, 5) des Unterteils so angeoidnet und ausgestaltet sind, dass in einer zugeklappten Position von Unteiteil (2) und Oberteil (1) die 
behaltnisformige Ausnehmung (4, 5) des Unterteils, eine eiste Kanmier (5) bildend, deckelartig durch die Ausstiilpung des Oberteils 

(3) abgedichtet ist, wobei ein Verschlussmittel (9. 10) zur Sicherung der zugeklappten Position voigesehen ist, sowie die Vowendung 
dieser Nfikrokammer zur Kultivieiung, Manipulation und / oder Durchfiihrung nicht-invasiver Messungen an biologischem Material. 
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Mikrokammer 

Die Erfindung betrifft eine Mikrokammer und deren Verwendung. 
Stand derTechnik 

B existlert bereits eine Reihe von Bioreaktoren zur Durchfuhrung von 
Messungen an biologischem Material insbesondere zur Untersuchung von 
Stoffwechselprozessen oder zur Durchfuhrung toxikologischer 
Untersuchungen, z,B. on Wasser- oder Luftproben. 

Als Beispiele kSnnen genannt werden miniPERM der Rrmo IN VITRO Systems & 
Services, ein Mini-Festbett-Biroeaktor der Firma Meredos, ein FlOssigbettreaktor 
des Forschungszentrum Julich, BIACORE X der Firma BIACORE. cellferm-pro 
der Firma DASGIP mbH, Cytosensor® der Firma Molecular Devices, 
FLEXERCELL® der Firma Flexcell, Suprafusion der Rrma Brandel, Vertical Schuler 
Organ Both der Rrma HSE Harvard, das Rotary Cell culture system von 
Synthecon, der Wave Bioreactor Cellbase der WaveBiotech AG, sowie 
Kammern der Firma cell-lining. Die meisten dieser Reoktoren bzw. Systeme 
sind nur fOr groBe Volumina im ml- bis l-MaBstob geeignet. DE 44 43 902 
offenbart eine Mikroskopkammer mit speziell angeordneten Dichtungen zur 
optischen Untersuchung von StoffwechselvorgSngen an Zellen, und die Rrma 
Minucells and Minutissue Vertriebs GmbH bietet entsprechende 
Gradientenkulturkammern an 

Die genannten Kammern bzw. Reoktoren weisen Nachteile dahingehend out, 
doss jeweils groBe Probenmengen bzw. groBe Mengen an teuren Reagenzien 
wie Hormonen und Membraneffektoren erforderlich sind. 
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Bne Aufgabe der Erfindung bestand daher darin, eine fur Arbeiten im 
Mikroliter-MaBstab geelgnete Kammer bereiteustellen, deren Volumen 
zusaizlich variabel wahlbar sein sollte. Zudem bestand ein Bedarf an einer 
flexibel venvendbaren Kammer, in die das biologische Material an 
unterschiedlichen Positlonen eingebracht werden kann, die zudenn je nocti 
Bedarf als 1-Kamnner- oder 2-Kamnner-System betrieben werden kann, urn 
Untersuchungen mit Kultumnedien- oder Reagenz-Gradienten durchfuhren zu 
konnen, und in die verschiedenste Messsensor-Systenne an unterschiedlichen 
Positionen eingebracht werden konnen, d.h. an einer vielseitig und einfach 
flexibel zu handhabenden Kammer. 

Die Aufgabe wurde gelost durch die in Anspruch 1 im Zusammenhang mit der 
in Figuren 1 bis 4 definierten Mikrokammer. Bevorzugte Ausgestaltungen sind 
in den AnsprOchen 2 bis 1 1 definiert. Die Erfindung betrifft weiter die 
Verwendung der Mikrokammer wie in Anspruch 12 definiert. 

Kurze Beschreibung der Rguren 

Figuren 1 , 2, 3 und 4 stellen zwei Ausfuhrungsformen der erfindungsgemaBen 
Kammer dar. In den Rguren sind folgende Bezugszeichen angegeben: 



1 Oberteil 

2 Unterteil 

3 Ausstulpung 

4 BehQItnisfSrmige Ausnehmung 

5 Behaltnisformige Ausnehmung bzw. erste Kammer 

6 Flussigkeits- oder gasfOhrende Zu- bzw. Ableitung 

7 FlOssigkeits- oder gasfOhrende Zu- bzw. Ableitung 

8 Gelenk 

9 Verschlussmittel 

10 Verschlussmittel 

1 1 Aufsatz 
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12a b 



Dichtiing 
Dichtring 



13a, b 



14 



Membran 



15 



Scheibe bzw. Biosensortrager 

SichtSffnung 

Zweite Kammer 



16 



17 



Beschreibung der bevorzugten Ausfuhrungsformen 

Die Mikrokammer ist als Perfusionskammer konzipiert und eriaubt Kultiviemng, 
Manipulation und/oder nichWnvasive Messungen an biologischem Material 
im miniaturisierten MaBstab. 

Als biologisches Material konnen Bakterien, Algen, adharent wachsende 
pflonzliche, tierische Oder hunnane Zellen, pflanzliche, tierische oder hunnane 
Zellsuspensionen, pflanzliches, tierisches oder humanes Gewebe und 
ptianzliche oder tierische Kleinorganisnnen eingesetzt werden. 

In der erfindungsgemaBen Kamnner weisen die erste und / oder die zweite 
Kammer (5) bzw. (17) Volumina im Mikroliterbereich auf. Typischerweise 
betragen die Volumina der ICammer(n) je ca. 10 bis 1000 nl bevorzugt 100 bis 
300 nl, noch bevorzugter 150 bis 250 jJ. Die Minlaturisierung des Messsystems 
ermoglictit die Installation von parallel betriebenen Perfusionskammern fur 
den industriellen Bnsatz mit hohem Probendurchsatz. Die Mikrokammer wird 
als Modul einer Gesamtmessvorrichtung eingesetzt welctie neben der 
Mikrokammer einen Sensormodul aufweist. 

Die Mikrokammer (Durchflusszelle) besteht aus einem unteren (2) und einem 
oberen Teil (1) (Zellkorper; Getiause {L 2)), die uber ein Gelenk (8) 
miteinander verbunden sind und durcti ein VerschlussmitteL bevorzugt einen 
SchnellverschluB (9, 10) verriegelt werden. Sowohl der untere (2) als auch der 
obere Zellkorper (1 ) verfOgen uber mindestens einen Zulauf und uber 
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mindestens einen Ablauf (6, 7) . Der hydrostatische bzw. barometrische Druck 
in mindestens einem Zulauf (6, 7) und mindestens einem Ablauf (6, 7) ist 
monitorierbar und in physiologischen Grenzen regelbar. Im unteren Zelllcorper 
|2) mundet mindestens ein Zulauf (6, 7) und mindestens ein Ablauf (6, 7) in 
einer betialtnisformigen Ausnehmung (4, 5), die nach unten (zur AuSenseite 
des GehSuses (1,2)) bevorzugt uber eine transparente Flache oder altemativ 
Ober einen planaren Mikrosensorchip (Biochip) obgedichtet ist. 

Der Biochip kann ous den bekannten Biosensoren ausgewatilt werden und 
umfasst Z.B. auf einen geeigneten scheibenformigen Trflger aufgebrochte 
Gewebeschnitte, Himschnitte, Antikorper, DNA, RNA, Antigene, Molekule 
belibiger GroBe und chemischer Zusammensetzung, Zellen, Bakteiien, Algen, 
Viren, Bnzelzellschichten usw. Der Biochip kann auch interdigitale 
Elektrodenstrukturen (IDES-Sensoren) aufweisen und/oder durch 
Ringelektroden elektrisch stimulierbar ausgestaltet sein, 

Bevorzugt fuhrt mindestens eine den Zulauf und mindestens den Ablauf 
verbindende Leitung am Probenkompartiment (behalterformige 
Ausnehmung (4, 5)) vorbei und dient zur Messung von Nullkontrollen. 

Im oberen Zellkorper (1) mOnden mindestens ein Zulauf (6, 7) und mindestens 
ein Ablauf (6, 7) in einer AusstOlpung (3), der bevorzugt aus transparentem 
Material besteht, uber den bevorzugt entw^eder ein Membraneinsatz (11) mit 
einer hydrophilen, hydrophoben oder semipermeablen Membran oder ein 
Bnsotz (11) ohne Membran gesteckt wird. Das bei Venvendung eines 
Membraneinsatzes mit Membran (14) entstehende Kompartiment zwischen 
Membran und AusstOlpung (3) wird bevorzugt uber einen Dichtring (12a, 12b) 
obgedichtet. Bevorzugt fuhrt eine mindestens eine Zuleitung (6, 7) und 
mindestens eine Ableitung (6, 7) verbindende Leitung am Kompartiment 
vorbei und dient zur Messung von Nullkontrollen. 
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Bei Verwendung eines Membraneinsatzes (14) mit Membran entistehen durch 
das ZusammenfOhren des, uber ein Gelenk (8J verbundenen, oberen (1) und 
unteren (2) Gehauses zv^^ischen der AusstOlpung (3) des Oberteils (1) und der 
Ausnehmung (4, 5) des unteren Zellkdrpers zwei Kompartimente (Kammem 5, 
17), die durch die bevorzugt senDipermeable Membran des 
Membraneinsatzes (14) getrennt sind. 

Die Zu- und Ableitungen (6, 7) munden im Oberteil (1 ) und im Unterteil (2) 
bevorzugt etwa in der Mitte der jeweiligen Kammer, um eine gleichmaBige 
Durchmischung der Inhalte zu gewflhrleisten 

Das Volumen des oberen Kompartiments (zweite Kammer (17)), zwischen 
AusstOlpung (3) und Membran, wird durch die Hohe der AusstOlpung (3) 
bestimmt, und kann je nach Anwendung durch Auswechsein der AusstOlpung 
(3) variiert werden. Das Volumen des unteren Kompartiments (erste Kammer 
(5)) wird durch dieTiefe der Ausnehmung (4) des Unterteils (2) bestimmt und 
kann je nach Anwendung durch Auswechsein der Ausnehmung variiert 
werden. 

Da sowohl das Oberteil (1) als auch das Unterteil (2) uber jeweils mindestens 
einen Zulauf (6, 7) und mindestens einen Ablaut (6, 7) verfOgen, konnen beide 
Teile (1,2) mit unterschiedlichen wassrigen und / oder gasformigen Medien 
und / Oder Gemischen beschickt werden. Der hydrostatische bzw: 
barometrische Druck ist in beiden Kammem durch ubiiche MaBnahmen 
einstell- und regelbar. 

Bei Verwendung eines Einsatzes (14) ohne Membran entsteht durch das 
ZusammenfOhren des, uber ein Gelenk (8) verbundenen, oberen und unteren 
Gehauses (1,2) zwischen der AusstOlpung (3) des Oberteils (1) und der 
Ausnehmung (4) des Unterteils (2) eine zentrole Kammer (Reaktionsraum) (5), 
deren Volumen durch die Hohe der AusstOlpung bestimmt, und je nach 
Anwendung variiert werden kann. 
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Bevorzugt vArd die Ausstulpung (3) des Oberteils (1) aus transparentem 
Material gefertigt und die Ausnehmung (4) des Unterteils (4) nach unten 
durch ein transparentes Material abgeschlossen. Daher verfOgen beide 
Kammern (5, 17) uber jewells ein optiscties bzw. die zentrale Kammer (5) uber 
zwei optische Fenster. Diese Fenster ermoglichen eine Belichtung der 
Kammer(n) und / Oder eine Visualisierung und/oder ProzeBkontrolle Ober alle 
gangigen mikrooptisctien und/oder spektroskopischen Techniken. Eine 
entsprechende Ausgestaltung ist in Rguren 1 und 2 dargestelit. 

Insbesondere kann die Messung durch Lichtmikroskopie Oder confokale 
Lasemnikroskopie erfolgen. Zum Nachweis kSnnen ggf. auch 
Fluoreszenznochweismethoden eingesetzt werden. 

Das transparente Material kann beliebig ausgewahit werden, es soil aber im 
Kontakt mit den verwendeten Medien keine toxisctien Produkte wie z.B. 
Weichmacher abgeben. Z.B. sind transparente Kunststoffe, Quarz Oder Glas 
geeignet. 

Die DIctitungsmateriallen werden aus den gOngigen ausgewahit und 
uHDfassen z.B. Gummi, Silikon oder Teflon. 

Durch Bohrungen im Ober- und / oder Im Unterteil (1,2) konnen bevorzugt in 
beide Kammern (5, 17) bzw. den zentralen Reaktionsraum (5) zusatzliche 
Sensoren (z.B. Optoden, Drucksensoren) oder Elektroden (z.B. zur Ableitung 
elektrischer Signale oder zur elektrischen Stimulation) eingefuhrt werden. Es 
konnen so z.B. Messungen von pH, pO^impedanz, Fluoreszenz, Temperatur 
etc. durchgefuhrt werden. 

In beide Kammern (5, 17) bzw. die zentrale Kammer (5) kann ein 
beruhrungsfrei ongetriebener Magnetruhrer eingebracht werden. 
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Die Membran des Einsaizes (14) kann aus Oblichem fur Membranen 
verwendetem Material bestehen. Sle kann hydrophil, hydrophob, 
semipermeabel oder nicht permeabel sein und wird nnit geeigneten 
Verfahren fur den jeweillgen EInsafzzweck geeignet vorbehandelt. Die 
Membran kann auch sandwichartig eingebeftetes biologisches Material 
enthalten, z.B. in einer Alginatmatrix. Die Mennbran kann mit Monoschichten 
aus Zellen oder ahnlichenr) blologischem Material beschlchtet sein. Durch 
unterschiedliche Wahl des hydrostatischen oder barometrischen Drucks in 
den beiden Kammern (5, 17) kann eine Verformung der auf die Membran 
aufgebrachten Zellen bewirkt werden. 

Durch das Zusammenfuhren des Oberteils (1) und des Unterteils (2) wird die 
Ausstulpung (3) schrag in die Ausnehmung (4) des Unterteils (2) eingefuhrt und 
dadurch der EinschluB von Luftblasen bei AriDeiten mit wassrigen Medien 
verhindert, Ubiicherweise wird zunGchst die erste Kammer (5) befullt, dann 
ggf. der Aufsatz (11) auf die Ausstulpung (3) aufgesetzt, die Ausstulpung 
durch Zusammenfuhren von Ober- und Unterteil (1,2) schrag In die erste 
Kammer (5) eingefuhrt und dann die zweite Kammer (17) durch die 
Zuleitungen gefOllt. 

Das Gehduse (1,2) kann entweder Ober ein angeschlossenes Wasserbad 
Oder elektrisch Ober integrierte Peltierelemente Oder durch Aufbringen auf 
eine Obllche Heizplatte temperiert (erwQrmt oder gekOhIt) werden. In diesem 
Fall besteht das Gehause aus warmeleitendem Material, z.B. Aluminium oder 
ahnlichem. 

Die gesamte Mikrokammer ist sterilisierbar. 

An mindestens einem Zulauf (6, 7) und/oder an mindestens einem Ablaut (6, 
7) wird mindestens ein Sensomnodul angeschlossen, in dem mindestens eine 
Mikroelektrode zur Messung des durchstromenden Mediums integriert ist. Ein 
Sensormodul besitzt auf der der Mikrokammer zugewandten Seite jeweils eine 
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Kanule, die in einen, jeweils mit einem sterilen Septum verschlossenen. Ablaut 
der Mikrokammer gestochen wird, und eine sterile Verbindung zwischen 
Mikrokammer und Sensormodul ermoglicht. 

Die Messungen konnen uber kurze Oder beiiebig lange Zeitrdume 
durchgefOhrt werden und sind speziesunabhangig. Es konnen beispielsweise 
Stoffwechselprozesse einzelner Spezies oder toxikologische Untersuchungen 
von flussigen oder gasformigen Proben durch Verwendung bestimmter 
Spezies ols .,Sensor*' durchgetuhrt werden. 

Durcti die erfindungsgemoBe Kammer wurde erstmals eine Mikrokonnmer fur 
sehr kleine Volumina im Mikroliterbereich bereltgestellt die sehr einfoch 
bedienbar und trotz der geringen GroBe der Reaktionskannmer(n) robust und 
gut handtiabbar ist. Dos Volumen der Kammer(n) ist leicht variierbor. Der 
Aufbou emnoglicht eine auBerst vielseitige Anwendung verschiedenster 
Untersuchungsmoterialien und MeBmethoden, 
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Patentanspruche: 

1. Mikrokammer zur Kultivierung, Manipulation und/oder nicht- 
invasiven Messung an biologischem Material, mit einem Getiause 
(1.2) aus einem Obertell (1) und einem Unterteil (2) , mit einer 
behaltnisformigen Ausnehmung (4, 5) im Unterteil (2) und einer 
Ausstulpung (3) im Oberteil (1), mit wenigstens jeweils einer 
flussigkeits- oder gasfOhrenden Zu- und Ableitung (6, 7) in die 
behaltnisformige Ausnehmung |5). wobei das Obertell (1) 
gegenuber dem Unterteil (2) mit einem Gelenk (8) klappbar 
ausgestaltet ist, wobei die Ausstulpung des Oberteils (3) und die 
behaltnisformige Ausnehmung |4, 5) des Unterteils so angeordnet 
und ausgestaltet sind, doss in einer zugeklappten Position von 
Unterteil (2) und Oberteil (1) die behaltnisformige Ausnehmung (5) 
des Unterteils, eine erste Kammer (5) bildend, deckelartig durch 
die Ausstulpung des Oberteils (3) abgedichtet ist, wobei ein 
Verschlussmittel (9, 10) zur Sicherung der zugeklappten Position 
vorgesehen ist. 

2. Mikrokammer nach Anspruch 1 mit einer an der behaltnisformigen 
Ausnehmung (4, 5) vorbeifuhrenden, und / oder mit einer an der 
Ausstulpung (3) vorbeifuhrenden, jeweils die Zu- und Ableitung (6, 
7) verbindenden flussigkelt- oder gasfOhrenden Leitung. 

3. Mikrokammer nach einem der vorhergehenden Anspruche mit 
einem Aufsatz (11), welcher auf die AusstOlpung (3) aufsetzbar 
und in die behaitnisfOrmige Ausnehmung (4,5) einsetzbor ist. 

4. Mikrokammer nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Ausstulpung (3) eine zweite Kammer (17) aufweist, mit 
wenigstens jeweils einer flussigkeits- oder gasfOhrenden Zu- und 
Ableitung in die zweite Kammer (17), wobei die zweite Kammer 
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(17) eine Membran (14) zu der Seite aufweist, mit der In der 
geschlossenen Position die behallnisformige Ausnehmung (4,5), 
eine erste Kamnner (5) bildend, deckelartig verschlossen wird. 

5: Mikrokammer nach einem der vorhergehenden Anspruche mit 
wenigstens einenn in die erste (5) und / Oder zweite Kammer (17) 
eingebrachten Biosensor und/oder physikochemischen Sensor. 

6. Mikrokammer nach einem der vorhergetienden Anspruche, wobei 
die erste (5) und / oder die zweite Kammer (17) mit Hilfe von 
Dichtringen (12a, 1 2b, 13a, 13b) abgedichtet ist bzw, sind. 

7. Mikrokammer nach einem der vorhergehenden Anspruche v^obei 
die Zu- bzw. Ableitungen (6, 7) in die erste und / oder zweite 
Kammer (5, 17) mit gegeneinander austauschbaren 
unterschiedlichen Anschlussmodulen versehen sind. 

8. Mikrokammer nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste und / oder zweite Kammer (5, 17) fur eine mikrooptische 
oder^spektroskopische Beobachtung wenigstens teilweise 
durchlassig ausgestoltet sind. 

9. Mikrokammer nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
dlese wenigstens teilweise aus warmeleitfahigem Material zur 
Beheizung hergestellt ist. 

10. Mikrokammer nach einem der vorhergehenden Anspruche mit 
einem oder mehreren Peltierelementen zur Beheizung bzw. 
Kuhlung. 

1 1. Mikrokammer nach einem der Anspruche 3 bis 10, wobei die 
Membran (14) als eine hydrophobe, hydrophile. semipermeable 
Oder nicht permeable, mit biologischem Material ein- oder 
zwelseitig beschichtete Oder biologisches Material sandwichartig 
eingebettet entholtende Membran ausgestoltet ist. 
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12. Verwendung einer Mikrokammer nach einem der vorstehenden 
AnsprOche zur Kultivierung, Manipulation und/oder nicht-invasiven 
Messung an biologischem Material in miniaturisiertem MaBstab. 
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